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着目した。Pepducin は、2000 年代初期に G タンパク質共役受容体（GPCR）のアロ
ステリックモジュレーターとして開発された分子である 4。これまでに様々な GPCR や
膜タンパクに特異的に作用する種々の pepducin が開発されてきた 5。Pepducin は、標














る GPCR の細胞内領域と相互作用して活性を示すと考えられている。4b, 7-8。例えば、
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Covic らは、血小板に高発現する GPCR の一種である Protease activated receptor 1 
(PAR1)を標的とする pepducin を蛍光標識したプローブを作成し、フローサイトメトリ
ー解析を行った。その結果、マウスの血中で pepducin が血小板に取りこまれているこ
とを明らかにした 4b。さらに Wielders らは、7-nitro-benzo[c][1,2,5]-oxadazol-4yl 





をそれぞれ血小板に投与した後にローダミン標識 pepducin を投与して、NBD の蛍光










れてきた 9。特に蛍光団と消光団を繋ぐリンカーとして FRET センサーに用いられ、ラ
イブセルイメージングに幅広く応用されている 10。 










































ドとともに細胞内に移行することが知られている 11。そこで、標的 GPCR 発現細胞と
非発現細胞株を用いて、標的とする GPCR の存在が pepducin の細胞内動態に与える影
響についてライブセルイメージングにより解析する。この際、標的 GPCR との共局在









	 実際に pepducin が細胞内へ移行していく様子を観察するためにライブセルイメージ
ングを行うこととした。ライブセルイメージングは生細胞をそのまま観察することの出
来る優れた技術であり、細胞内の動態を観察するうえでは非常に有用な手法となる。今
回、pepducin の細胞内移行・動態を観察するために細胞内外で蛍光が OFF から ON に
スイッチングする FRET 機構を利用して、pepducin の細胞内移行を観察することにした。 
FRET 効率は、蛍光団と消光団との間の距離（約 1–10 nm）と配向の変化に対して鋭
敏に変化し、距離の 6 乗の関数として急速に減少する 12。そこで、細胞内へ移行すると、
蛍光団と消光団の距離が増大するような仕組みを pepducin に組み込めば、細胞外では
FRET 消光によって蛍光が OFF で、細胞内に移行すると FRET が解除されて初めて蛍光






FRET システムを pepducin に組み込むこととした。 
本章では、このような蛍光プローブ分子の設計と合成およびその機能解析について述












	 序論で述べたように、本研究では、Covic らによって初めて開発された、GPCR のひ
とつである PAR1 を標的とする pepducin、P1pal-13 を基盤として蛍光プローブを開発す
ることとした 4。PAR1 は、トロンビン受容体のひとつで、トロンビンによる細胞外領
域の切断によって活性化され、血小板凝集を引き起こす GPCR である 13。Covic らは、
PAR1の細胞内ループドメイン i3のアミノ酸配列からなる種々のペプチドにパルミチン
酸を結合させたリポペプチドを GPCR モジュレーターとして開発し、pepducin と命名し
た 4。これらの PAR1 を標的とした pepducin 類のなかで、PAR1 の 301 から 313 番目の




pepducin 部位は P1pal-13 を用いることとした。 
細胞内外での蛍光 ON/OFF スイッチングを可能にするため、細胞内に高濃度で存在す
るグルタチオン(GSH) に着目した。細胞内は還元的環境に維持されており、それにも
っとも寄与するのが GSH である。GSH は細胞内で 1 から 10 mM という高濃度で存在
しており、血管中では数 µM という低濃度で存在することが知られている 14。ジスルフ
ィド結合と GSH を用いた FRET プローブやケージド化合物は非常に多く報告されてお
り、細胞外でのジスルフィド結合の安定性や有用性が示されている 15。そこで、著者は
ジスルフィド結合をリンカーとして用いることで、細胞内 GSH によって FRET の解除
が起こる仕組みを pepducin に組み込んだプローブを設計した。Figure 1-1 に示すように、




カーとしては、pepducin の N 末端に Lys を結合させ、Lys のαアミノ基にパルミチン酸
を結合させた。一方、 εアミノ基にさらに Lys を結合させ、そのαアミノ基に
3-mercaptopropionic acid を結合させ、ジスルフィド結合を介して 2-mercaptoethyamine を





さらに X と Y に導入する色素を入れ替えることで２種類のプローブを設計した。す
なわち、X に FAM を導入した Pep-13-FL-SS-Dab (13)では細胞内でジスルフィド結合が
開裂すると、消光団の Dab が細胞質に放出され、蛍光団の FAM が膜に留まっていると
予想される pepducin 部位に結合したままで残るため、細胞膜に局在した蛍光が検出さ












Scheme 1-1 Reagents and conditions: (a) MeOH/AcOH, Ar, rt, 24 h; (b) HOSu, EDC·HCl, 
DMF, 0 °C, 30 min to rt, overnight; (c) 1, Et3N, DMF, 0 °C, 30 min to rt, overnight; (d) i) 
Fmoc-AA-OH, HOBt·H2O, DIPCI, DMF, rt, 1.5 h; ii) 20% piperidine, DMF, rt, 20 min; i), ii) 
repeat; (e) Fmoc-L-Lys(Mmt)-OH, HBTU, DIPEA, DMF, rt, 5 h; (f) 20% piperidine, DMF, rt, 
20 min; (g) Ac2O, pyridine, DMF, rt, 1.5 h; or C15H31COOH, HBTU, DIPEA, DMF, rt, 5 h; (h) 
AcOH/TFE/CH2Cl2, rt, 4 × 15 min; (i) Fmoc-L-Lys(Mmt)-OH, HBTU, DIPEA, DMF, rt, 5 h; (j) 
20% piperidine, DMF, rt, 20 min; (k) Trt-S(CH2)2COOH, HBTU, DIPEA, DMF, rt, 5 h; (l) 
AcOH/TFE/CH2Cl2, rt, 4 × 15 min; (m) 2 or 3, DIPEA, rt, overnight; (n) 
thioanisole/m-cresol/EDT/H2O/TFA, rt, 3 h; (o) 4 or 5, DMF and 100 mM phosphate buffer (pH 
6.0–8.0), rt, 20 min–24 h; (p) HOSu, EDC·HCl, DMF, 0 °C, 30 min to rt, overnight; (q) i) 
TFA/CH2Cl2 (1:1), 0 °C, 10 min; ii) 3, Et3N, DMF, 0 °C, 15 min to rt, overnight; (r) 20% 
piperidine, DMF, rt, 30 min; (s) i) 16, DIPEA, DMF, 0 °C, 30 min to rt, 34 h; ii) 























































2 (Y = Dab) : 58%






1 : 70% (crude)



















































11: peptide = KKSRALF, R = CH3, X = FAM, Y= Dab : 48%
12: peptide = KKSRALF, R = CH3, X = Dab, Y = FAM : 74%
13: peptide = AVANRSKKSRALF, R = C15H31, X = FAM, Y = Dab : 50%
14: peptide = AVANRSKKSRALF, R = C15H31, X = Dab, Y = FAM : 5.2%
15: peptide = AVANRSKKSRALF, R = CH3, X = FAM, Y =Dab : 46%
  6: peptide = KKSRALF, R = CH3, X = FAM : 11%
  7: peptide = KKSRALF, R = CH3, X = Dab : 26%
  8: peptide = AVANRSKKSRALF, R = C15H31, X = FAM : 15%
  9: peptide = AVANRSKKSRALF, R = C15H31, X = Dab : 3.7%



















最初に、FRET 部位のレドックス応答性を評価するため、モデルペプチド 11 及び 12
を合成した。この場合、脂質部位にはアセチル基を、またペプチド部位は合成を短縮す
るため、P1pal-13 の C 末側７残基を用いた(Scheme 1-1)。 
さらに、FRET 部位を導入することで pepducin の膜透過能に影響を与えないかを調べ
るために FRET 部位のみからなる化合物 20 を合成した。また、pepducin の膜透過に脂
質分子が重要な役割を担うかを調べるためのパルミトイル基の代わりにアセチル基を
導入したコントロール化合物 15 を合成した。 
Scheme 1-1 に示すように、まず始めに FRET 機能部位の一部となる化合物 4 及び 5 を
合成した。2-aminoethanthiol hydrochloride を出発原料とし化合物１を得た。また、
5(6)-caroboxyfluorescein 及び dabcyl acid を原料とし、HOSu の活性エステル体 2 及び 3
を得た。1 のアミノ基と 2 及び 3 との反応を行うことで目的とする化合物 4 及び 5 をそ
れぞれ得た。  
次いで Novasy TGR resinを出発原料とし、coupling reagentとして HOBt/DIPCI を用い、
各保護アミノ酸を結合させた。直鎖ペプチドの合成には Fmoc 固相合成法を用いた。ペ
プチドの C 末側をアミドにする必要があったので、今回は NovaSyn TGR resin を使用し
た。保護アミノ酸として、Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Val-OH, Fmoc-L-Leu-OH, 
Fmoc-L-Asn(Trt)-OH, Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-L-Ser(t-Bu)-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, 
Fmoc-L-Lys(Mmt)-OH を用いた。Fmoc-L-Lys(Mmt)-OH を用いた理由は、他のアミノ酸保
護基に影響を与えることなく、固相上で Lys の側鎖を修飾するためである。Fmoc 基の
脱保護には 20％ piperidine/	 DMF溶液を用いた。保護アミノ酸を上記の coupling reagent
を用いて反応を行った。その後、Fmoc-L-Lys(Mmt)-OH, acetic anhydride を順に反応させ
るが、この際使用する coupling reagent は HOBt/DIPCI ではなく、HBTU/DIPEA を用い
た。Fmoc-Lys(Mmt)-OH の側鎖の保護基である 4-monomethoxytrityl (Mmt)基は非常に酸





  樹脂上に構築した保護ペプチドを TFA/thioanisole/m-Cresol/EDT/H2O で処理し、樹脂
からの切り出し及び脱保護を行った。その後、HPLC による精製を行い、目的とするペ
プチド誘導体 6–10 を得た。なお、Fmoc-L-Lys(Mmt)-OH 導入前の反応の進行は Kaiser test
11 
 
で確認し、導入後は TNBS test によって確認した。これは、Kaiser test 条件下では Mmt
が外れてしまうためである。さらに得られた 6–10 を別途合成した 4、5 と反応を行う
ことで目的とする化合物 11–15 を得た。 
	 コントロール化合物 20 の合成については、まず始めに 3-(tritylthio)propionic acid を
原料とし、HOSu の活性エステル体 16 を得た。Fmoc-L-Lys(Boc)-OH を TFA で脱 Boc 化
し、その Lys の ε-アミノ基と 5(6)-carboxyfluorescein の活性エステル体である 3 と反応
を行い、17 を得た。次に、20% piperidine で処理をし、脱 Fmoc 化し、18 を得た。18 の
Lys の α-アミノ基と 16 を反応させ、次いで酸処理によって Trt 基を脱保護し 19 を得た。





	 Scheme 1-2 に示すように、コントロール化合物として、化合物 14 を細胞に処理した
際に細胞質へ放出されると考えられる SH 体 22 の合成を試みた。スクシイミド体 3 を
原料として、2-aminoethanthiol hydrochloride を反応させたところ、化合物 22 は非常に酸
化されやすく、ジスルフィド体 21 が得られた。そこで、21 を細胞実験の直前に



















































膜透過能があり、細胞内で GSH とエステラーゼによって化合物 22 が生じるコントロ
ール化合物 23 を合成した。化合物 5 を pyridine 中、acetic anhydride で反応させること























第四節	レドックス感受性 FRET モデル化合物の評価 
 
得られた各モデルペプチド 11, 12 を HEPES buffer (pH 7.5)で 0.1 µM に希釈し、37 °C, 5 
mM GSH で処理し、フルオレセインの蛍光測定を蛍光分光光度計にて 1 分毎に行った。
細胞内の GSH 濃度は 1~10 mM であることが知られている。そのため、今回は細胞の標
準的な GSH 濃度として 5 mM を用い、37°C で測定した。Fig. 1-2 に示すように、各モデ
ルペプチドを 5 mM GSH で処理した際、1 分後には、蛍光強度は処理前と比較して 25




次に、モデルペプチド 0.5 mM を 5 mM GSH で処理し、生じるピークについて LC-MS
を用いて解析した。LC-MS で解析する標品については 0.05％ ギ酸 acetonitrile 溶液にて
0.1 mM にまで希釈したものを用いた。測定結果より、ジスルフィド結合が切断された
ペプチドチオール体 6, 7 と色素チオール体 22, 25、またそれらの二量体 21, 24 が確認さ
れた。これらの結果より、GSH によってジスルフィド結合が還元的に切断されて生じ






Figure 1-2. (a) The reaction of model peptide 11 and 12 with GSH. (b, d) Time courses of 
fluorescence spectrum of 11 (b) and 12 (d) at a dose of 0.1 µM treated with GSH (5 mM), 
before (0 min) and from 1 to 15 min after GSH addition. (c, e) HPLC analyses of the reactions 
of 11 (c) and 12 (e) at a dose of 0.5 mM with GSH (5 mM), before (0 min) and 30 min after 
GSH addition at 37 °C. Column: Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 
mm), Buffer A: 0.05% formic acid in ultra-pure water mQ, B: 0.05% formic acid MeCN. Linear 








ついて検討した。様々な GSH 濃度存でモデルペプチド 11 を処理し、蛍光強度を測定し
た。測定結果より、GSH の細胞内濃度(1–8 mM)では、蛍光強度の大幅な増加が確認さ












Figure 1-3. The fluorescence emissions (λex = 488 nm, λem = 520 nm) were monitored, when the 
model peptide 11 (0.1 µM) was treated with GSH in the range of concentrations (a) from 0 to 8 















に、それぞれを MCF-7 細胞に投与し共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用いて観察した(Fig. 
1-4)。13 では、予想通り細胞膜に局在している様子が確認された。これは、13 が細胞
内へ移行し、細胞内 GSH によって還元されることで FRET の解除が起こったためと考
えられた。この結果から、pepducin は細胞膜上で flip 運動することで細胞内へ移行する
ことが示唆された。 
次に、脂質分子を持たない 13 のコントロール化合物 15 を同様に細胞に投与し、共焦
点蛍光顕微鏡で観察したところ有意な蛍光は得られなかった。また、FRET 機能部位の
みから構成されるコントロール化合物 20 を同様に処理した細胞からも有意な蛍光は得
られなかった。15 から得られた結果より、pepducin の flip 運動には脂質部位が重要な役
割を担っていることが分かった。FRET 機能部位 20 は膜透過能示さなかったことから、

































Figure 1-4. Confocal microscopy images and bright field images of live MCF-7 cells. Cells 
were treated with (a) 1 µM of 13 for 15 min, (b) 1 µM of 15 for 15 min, (c) 1 µM of 20 for 15 
min. BF images were overlaid by nuclear staining (Hoechst 33342). Excitation was provided 








種 SH 阻害剤を用いた実験を行った。 
N-Ethylmaleimide (NEM) は細胞膜を透過するチオール阻害剤として知られている。ま
た、5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)は膜透過性を有しない SH 阻害剤である 16b。
















Figure 1-5. Confocal microscopic images and bright field (BF) images of live MCF-7 cells. 
Cells were incubated with (a) 50 µM of NEM for 30 min and (b) 100 µM DTNB for 60 min 
prior to treatment with 1 µM of Pep13-FL-SS-Dab (13) for 15 min. BF images were overlaid by 
nuclear staining (Hoechst 33342). Excitation was provided with 488 nm laser. 
 
	 さらに、細胞外でジスルフィド結合を開裂することが知られている protein disulfide 
isomerase (PDI)	阻害剤の bacitracin で処理した細胞についても共焦点レーザー蛍光顕微
19 
 












Figure 1-6. Confocal microscopy images of live MCF-7 cells. (a) 1 µM of Pep13-FL-SS-Dab 
(13) for 15 min. (b) Cells were incubated with 10 mM of bacitracin for 60 min prior to treatment 












酸化体 21 を下記の方法(Scheme 1-4)で、細胞実験を行う直前に還元することで 22 を調
製することにした。 
	 化合物 21 を DTT で室温下、120 分間処理し、還元体である 22 を得た。反応のモニ










Figure 1-7. HPLC chart of monitoring the reaction of 21 and DTT. Analytical HPLC condition: 
column; Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, 








100 mM HEPES (pH 7.5)





















DTT (20 + 20 eq.)
21 
 
第二項	プローブ 14 とその細胞内移行の解析について 
 
細胞質放出型プローブ 14 を MCF-7細胞に投与すると細胞質全体からの蛍光が認めら
れた(Fig. 1-8)。その蛍光を発すると考えられる還元体 22 が細胞内還元で生じたのか、
細胞外で還元されて膜透過したのかを調べるために、まず、14 で処理した細胞を洗浄
せずに観察したところ、Fig. 1-8 (b)に示すように細胞内からは蛍光は検出されたが、培
地から有意な蛍光は検出されなかった。また、第六節第一項の方法で 21 から DTT 処理
して調製した 22 を投与した細胞では、有意な蛍光は検出されなかった。また、22 のケ
ージド化合物であり、膜透過能を有する 23 で処理した細胞では細胞質全体から蛍光が
検出された。このことから、22 自体には膜透過能はなく、14 で処理した際、確認され
た蛍光は 14 が細胞内で還元を受けた結果 22 が生じたためであると考えられた。この結





Figure 1-8. Confocal microscopy images and bright field images of live MCF-7 cells. The cells 
were treated with 1 µM of Pep13-Dab-SS-FL (14) for 15 min, and then the image was acquired	
(a) with washing or (b) without washing. (c) The reduced 21 with DTT by the above method 
was diluted to 0.5 µM with MEM (–). Cells were treated with the solution of the reduced 21for 
15 min, (d) 1 µM of 23 for 15 min. BF images were overlaid by nuclear staining (Hoechst 





	 Pepducin の 細 胞 内 移 行 を 視 覚 的 に 捉 え る こ と の 出 来 る FRET プ ロ ー ブ
Pep13-FL-SS-Dab (13)及び Pep13-Dab-SS-FL (14) の合成に成功した。 
細胞内での還元後、蛍光団が pepducin 側に残ると考えられる Pep13-FL-SS-Dab (13)で
処理した MCF-7 細胞の細胞膜に蛍光団が局在し、長く留まる様子が観察された。細胞
内外の SH 化合物を枯渇させる NEM で処理した細胞に 13 を投与し観察すると、有意な




なった。以上より、13 が flip 運動して細胞膜のインナーリーフレットに移行し、そこ
に留まる様子を視覚的に捉えられたものと考えられる。また、13 から脂質部位を除い
た化合物 15 及び pepducin 部位を持たず、FRET 部位のみから成る 20 で処理した細胞で
は有意な蛍光は検出されなかった。脂質分子修飾した化合物が細胞内への移行を増強す
ることが数多く報告されている 18。同様に pepducin の膜透過にも脂質部位が重要な役割
を果たしていることが分かった。また、FRET 部位は pepducin の膜透過能に影響を与え
ないことが示唆された。 
還元後蛍光団が細胞質に放出すると予想される Pep13-Dab-SS-FL (14)を処理すると、
細胞質全体からの蛍光が検出された。この蛍光に寄与する還元体 22 が細胞内で 14 が還
元されて生じたものか、細胞外で還元されて生じた 22 が細胞内へ移行したものか証明
するため、コントロール化合物 21 及び 23 を用いた細胞実験を行った。22 で処理した
細胞では有意な蛍光は検出されなかったが、膜透過能を有する 22 のケージド化合物で
ある 23 で処理した細胞には、細胞質に蛍光が検出された。14 で処理した後、洗浄せず
に観察した場合でも、培地からは有意な蛍光は検出されなかった。これらの結果により、
14 が細胞内へ移行し還元を受けて 22 が生じ、細胞内へ放出された結果、細胞質に蛍光
















島らによると、GPCR の一種である Ste2p は、リガンド非存在下では、細胞膜上に均一
に存在するが、リガンド結合後はクラスリン小胞へと移動し、エンドサイトーシスで細
胞内に移行する 11。エンドサイトーシスによって取り込まれた GPCR は後期エンドソー
ムにおいてリガンドとの結合が解除され、細胞膜にリサイクルされるものとそのままリ
ソソームによって分解されるものに分かれる（Fig. 2-1）。 
一方、Tchernychev らは、C-X-C chemokine receptor 4 (CXCR4)に対するアゴニスト活
性を有する pepducin の ATI-2341 を開発し、ATI-2341 によって CXCR4 の細胞内への移
行が誘導されることを、EGFP 融合 CXCR4 発現細胞の蛍光イメージングによって示し
た 20。さらに、Janz らは、蛍光ラベルした CXCR4 アゴニスト pepducin である ATI-2766
を合成し、ATI-2766 が CXCR4 の内在化を誘導して、細胞内に CXCR4 と共に局在して
いることを示した 8。以上の報告から、pepducin が標的 GPCR のエンドサイトーシスに
よる細胞内在化を誘導し、標的 GPCR とともに細胞内に移行することが示唆された。 
第一章では PAR1 発現のほとんどみられない、MCF7 乳がん細胞を用いて、pepducin
が膜上で flip 運動し、膜の内側に留まることを示した。そこで本章では、PAR1 を強く
発現することが知られている MDA-MB-231 乳がん細胞 21を用いて蛍光イメージングを
行い、標的とする GPCR 発現の有無によって pepducin の細胞内動態がどのように変化

























    
   
 
       
 
       
 
   









第二節	 PAR1 非発現細胞 MCF7 及び PAR１発現細胞 MDA-MB-231 におけるペ
プデュシンの細胞内動態 
 
	 第一章では、膜局在型プローブ 13 を 15 分間処理した MCF-7 細胞において、細胞膜
に局在する蛍光が観察された。そこで観察時間を延長し、MCF-7 に 13 を 15 分間処理
した後、細胞を洗浄し、さらに 60 分間、120 分間インキュベートした細胞を観察した
ところ、いずれの細胞においても蛍光の局在性の変化はほとんど見られず、細胞膜に蛍
光が局在し続けていた(Fig. 2-2 a, b)。そこで、PAR1 発現率の高い MDA-MB-231 細胞に
ついて同様の実験を行った。13 を MDA-MB-231 に 15 分間処理し、洗浄後、60 分間イ
ンキュベートした細胞では、細胞膜に局在する蛍光に加え、細胞内に強く粒状蛍光が観
察された。さらに 120 分間インキュベートしたものでも、60 分後と同様に細胞内に粒
状蛍光が観察された (Fig. 2-2 c, d)。 
このように、プローブ 13 は、その標的である PAR1 発現がない細胞では、少なくと





Figure 2-2. Confocal microscopy images and of live MCF-7 cells (a, b) and MDA-MB-231 cells 
(c, d). The cells were treated with 1 µM of Pep13-FL-SS-Dab (13) for 15 min and washed twice, 
incubated for 60 min (a, c) or 120 min (b, d) at 37 °C.
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先の実験で、PAR1 が発現している MDA-MB-231 細胞にプローブ 13 を処理すると細
胞内に粒状蛍光が観察された。これより、13 が PAR1 に作用して、エンドサイトーシ
スを誘起して、細胞内移行してエンドソームに取り込まれたものと予想した。そこで、
13 と後期エンドソーム及びリソソームのマーカーとして知られるリソトラッカーとの
共染色を行った。13 を 15 分間処理した MDA-MB-231 細胞を洗浄後、90 分間インキュ
ベートし、さらにリソトラッカーで 30 分間処理し、細胞内局在を共焦点レーザー蛍光
顕微鏡により観察した。Fig. 2-3 に示すように、13 由来の蛍光とリソトラッカー由来の




Figure 2-3. Confocal microscopy images of Pep13-FL-SS-Dab (13) (a) and LysoTracker Red 
DND-99 (b), merge (c) of MDA-MB-231 cells. The cells were treated with 1 µM of 
Pep13-FL-SS-Dab (13) for 15 min at 37 °C. Treated cells were washed twice, and incubated for 
90 min at 37 °C. Then, the cells were incubated with LysoTracker Red DND-99 (50 nM) for 30 






 	 Pepducin の細胞内動態を見るために、より簡便に合成できるフルオレセイン標識し










Scheme 2-1. Reagents and conditions: (a) i) Fmoc-AA-OH, HOBt•H2O, DIPCI, DMF, rt, 1.5 h; 
ii) 20% piperidine, DMF, rt, 20 min; i), ii) repeat; (b) 17, HOBt•H2O, DIPCI, DIPEA, DMF, rt, 
overnight; (c) 20% piperidine, DMF, rt, 20 min; (d) C15H31COOH, HOBt•H2O, DIPCI, DMF, rt, 
1.5 h; (e) thioanisole/m-cresol/EDT/H2O/TFA, rt, 3 h 
 
 
第三項	プローブ 26 と PAR1 蛋白質の局在性の比較 
 
上記で合成したプローブ 26 は 13 と違って消光団をもたないことから、膜の内外にか




26 由来の蛍光の局在性と比較した。その結果、Fig. 2-5 に示すように、15 分後のサンプ








































Figure 2-4. Confocal microscopy images of 26 of MDA-MB-231 cells. The cells were treated 

















Figure 2-5. Confocal microscopy images of 26 and PAR1 immunostaining of MDA-MB-231 
cells. The cells were treated with 1 µM of 26 for 15 min and washed twice, incubated for (a) 15 
min and (b) 120 min at 37 °C. Then the cells were fixed with PFA and immunostained 
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第四節		 D–アミノ酸から成るペプデュシンプローブ 28 の合成
と蛍光イメージング 
 
第一項	 プローブ 28 の合成 
 
PAR1 との相互作用にペプチド部分の構造がどのように影響するかを調べるため、13
のペプチド部分を D 体に変換したプローブ 28 を合成した。前駆体 27 を Fmoc 固相法に
よって合成し、得られた 27 を 4 と反応させることで目的とする化合物 28 を得た。 
 
Scheme 2-2. Reagents and conditions: (a) i) Fmoc-AA-OH, HOBt•H2O, DIPCI, DMF, rt, 1.5 h; 
ii) 20% piperidine, DMF, rt, 20 min; i), ii) repeat; (b) Fmoc-L-Lys(Mmt)-OH, HBTU, DIPEA, 
DMF, rt, 5h; (c) 20% piperidine, DMF, rt, 20 min; (d) C15H31COOH, DIPEA, DMF, rt, 5 h (e) 
AcOH/TFE/CH2Cl2, rt, 4 × 15 min; (f) Fmoc-L-Lys(Mmt)-OH, HBTU, DIPEA, DMF, rt, 5 h; 
(g) 20% piperidine, DMF, rt, 20 min; (h) Trt-S(CH2)2COOH, HBTU, DIPEA, DMF, rt, 5 h; (i) 
AcOH/TFE/CH2Cl2, rt, 4 × 15 min; (j) 3, DIPEA, rt, overnight; (k) 
thioanisole/m-cresol/EDT/H2O/TFA, rt, 3 h; (l) 4, DMF and 100 mM phosphate buffer (pH 6.0), 
























































第二項	 プローブ 28 を用いたライブセルイメージング 
 
	 得られた 28 を MDA-MB-231 細胞に投与し、15 分間作用させた後、洗浄後 120 分し
て共焦点蛍光顕微鏡による観察を行った。Fig. 2-6 に示すように、細胞内に粒状蛍光が
観察されたことから、対応する L 体プローブ 13 の場合と同様にエンドソームに局在し
ている可能性が示唆された。すなわち、D 体ペプチドの場合でも、PAR1 のエンドサイ
トーシスを引き起こし、それと一緒に細胞内に移行していると考えられた。一方、デー
タは示さないが、MCF7 細胞に 28 を作用させた場合は、細胞膜に存在していた。この
ように、D 体 28 は L 体 13 とほぼ同様の細胞内動態を示した。すなわち、PAR1 が発現












Figure 2-6. Confocal microscopic images and bright field (BF) images of live MDA-MB-231 
cells. The cells were treated with 1 µM of 28 for 15 min and washed twice, incubated for 120 







第五節	 考	 察 
 
	 標的 GPCR の存在によって pepducin の取り込み様式への影響を調べるため、PAR1 発
現の強い、MDA-MB-231 乳がん細胞を用いてイメージングを行い、MCF-7 乳がん細胞
での結果と比較した。PAR1 発現率の低い MCF7 細胞では、13 処理 120 分後でも膜に局
在し続ける様子が観察された。一方 PAR1 発現率の高い MDA-MB-231 細胞では、細胞
内に粒状蛍光が観察された(Fig. 2-2)。これらの結果から、13 を処理した MDA-MB-231







された(Fig. 2-3)。これらの結果から、13 処理した MDA-MB-231 細胞で検出された蛍光
はエンドソームもしくはリソソームに局在していることが明らかとなった。 
さらに、pepducin の標的である PAR1 の細胞内取り込みに関与を調べるために、13
に対応する pepducin をフルオレセインのみで標識したプローブ 26 を合成し、26 処理し




緒言に述べたように、pepducin が標的 GPCR と相互作用してエンドサイトーシスによる
内在化を誘導することが報告されている 8, 20。よって 13 及び 26 で処理した細胞内で検
出された蛍光は、13 及び 26 が PAR1 に作用した結果、PAR1 のエンドサイトーシスに
よる内在化が引き起こされ、それに伴って 13 及び 26 がエンドソームに取りこまれたこ
とを示すものと考えられた。 
GPCR 発現の有無で pepducin の細胞内動態が異なったことから、13 及び 26 と PAR1
と相互作用にはペプチド構造が重要と考えられた。そこで 13 の pepducin のペプチド部













第三章	 総括及び考察  
 














1. GPCR の一つである PAR1 を標的とする pepducin, P1pal-13 に FRET 蛍光機能部位を
組み込んだ分子設計を行った。FRET 機能部位の蛍光団と消光団の場所を入れ替え
た 2 種類のプローブ、膜結合型プローブ Pep-13-FL-SS-Dab (13)及び細胞質放出型プ
ローブ Pep-13-Dab-SS-FL (14)を開発した。また、13 のパルミトイル基をアセチル基
に置換したコントロール化合物 15 及び FRET 蛍光機能部位から成るコントロール
化合物 20 の合成も行った。 
2. 13 処理した MCF-7 細胞では細胞膜に局在する蛍光が検出された。一方コントロー
ル化合物である 15 及び 20 で処理した細胞については有意な蛍光は検出されなかっ
たことから、pepducin の脂質及び、リポ化ペプチド構造が直接膜透過に重要な役割
を果たすことが明らかになった。 
3. 各種 SH 阻害剤で処理した細胞についても 13 処理し、評価を行った。細胞膜透過
性の SH 阻害剤の NEM で処理した細胞には有意な蛍光は認められなかったが、細





が flip 運動によって細胞内に移行することが示唆された。 
4. 14 で処理した細胞では、細胞質全体からの蛍光が検出された。一方、14 の還元で
生じる SH 体色素 22 は細胞膜を透過しなかったことから、細胞膜透過能を持たな
い 22 を pepducin につなげることにより、細胞内に送達できたと考えられた。 
5. PAR1 発現のない MCF-7 細胞を 13 で処理したサンプルでは 120 分後においても細
胞膜に局在し続けた。一方、PAR1 発現率が高い MDA-MB-231 細胞では、細胞内
に粒状蛍光が検出され、リソトラッカーによる共染色すると重なったことから、エ
ンドソームまたはリソソームに局在しているものと考えられた。また、この粒状蛍
光は抗 PAR1 抗体染色において、PAR1 と共局在することも明らかになった。以上
により 13 が PAR1に作用して、PAR1のエンドサイトーシスによる内在化を誘起し、
それに伴って 13 がエンドソームに取りこまれることが示唆された。 
6. D 体アミノ酸から成る 28 を合成し、MDA-MB-231 細胞で評価したところ、L 体の
13 と同様に GPCR の細胞内在化を誘起することが示唆された。これより pepducin
のペプチド構造と細胞内移行に関するさらなる検討が必要と考えられる。 
 
以上により、本研究によって、pepducin の flip 運動による細胞内移行を生きた細胞で


















































	 1H-NMR スペクトルは JEOL ECA-500 (500 MHz)または JEOL JNM AL-400 (400 MHz)
を用いて測定した。13C-NMR スペクトルは JEOL ECA -500 (125 MHz) または JEOL JNM 
AL-400 (100 MHz)を用いて測定した。1H-NMR スペクトルは、 CDCl3、 d6-DMSO もし
くは CD3OD で測定を行った。1H-NMR の化学シフト値は tetramethylsilane (0.00 ppm) を
内部標準として ppm 単位で表示した。13C-NMR の化学シフト値は溶媒のスペクトル
CDCl3 (77.0)、 d6-DMSO (39.5)、CD3OD (49.0) を内部標準物質として ppm 単位で表示し
た。 
RP-HPLC は 20-AD series (Shimadzu)を用いた。分析用カラムは Waters Symmetry C18	
(Waters, 4.6 × 75 mm, flow rate 0.5 mL/min)もしくは Inertsil C4 (GL sciences, 3 × 150 mm, 
flow rate 0.5 mL/min) を用いた。分析のための HPLC 溶出溶媒は、0.05% formic acid in 
ultra-pure water (v/v, solvent A) /0.05% formic acid in MeCN (v/v solvent B)もしくは 0.1% 
TFA in ultra-pure water (v/v, solvent C) /0.1% TFA in MeCN (v/v solvent D)を用いた。吸収波
長 220 nm 及び 496 nm により溶出物を検出した。分取 HPLC の際にはカラムとして
Cosmosil 5C18-ARII preparative column (Nacalai Tesque, 20 × 250 mm, flow rate 8 or 5 
mL/min), Cosmosil 5C18-AR II (Nacalai Tesque, 10 × 250 mm, flow rate 3or 5 mL/min), 
Bensil 5-C18 preparative column (Bentech, 20 × 250 mm, flow rate 8 or 5 mL/min), もしくは
Inertsil WP300 C4 preparative column (GL sciences, 20 × 150 mm, flow rate 8 or 5 mL/min)を
用いた。分取のための HPLC 溶出溶媒は 0.1% TFA in ultra-pure water (v/v) /0.1% TFA in 
MeCN (v/v) を用いた。220 nm での UV 吸収により溶出物を検出した。MPLC 分取は
YFLC W-Prep 2XY (YAMAZEN) を用いて行った。溶出溶媒は 0.1% TFA in ultra-pure 
water (v/v) /0.1% TFA in MeCN (v/v) を用いた。220nm での UV 吸収により溶出物を検出
した。 
高分解能マススペクトルは JMS-SX102A (JEOL) もしくは LCMS-IT-TOF (Shimadzu)
を用いた。低分解能 ESI (electron spray ionization) は HP1100 series (Hewlett-Packard) を
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用いた。EI (Electron impact) もしくは FAB (fast atom bombardment)は JEOL JMS-SX102A
を用いた。  
 蛍光スペクトルは、FP-6600 (JASCO) を用いて測定をおこなった。 
全てのペプチドは分析 HPLC によって、95％以上の純度までの単離精製を行ったこと
を確認した。 
共焦点レーザー蛍光顕微鏡は LSM 700 (Zeiss) を用いた。20× もしくは 40× 油浸対
物レンズを用いた。 
 
略語: EDC·HCl: 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide hydrochloride, HOSu: 
N-hydroxysuccinimide, DIPEA: N,N-diisopropylethylamine, HOBt·H2O: 
N-hydroxybenzotriazole hydrate, DIPCI: 1,3-diisopropylcarbodiimide, TFE: trifluoroethanol, 
HBTU: 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium hexafluorophosphate, EDT: 
1,2-ethanedithiol, GSH: glutathione, HEPES: 
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid, Fmoc: 9-fluorenylmethoxycarbonyl, 
Boc: t-butoxycarbonyl, Trt: trityl , Mmt: 4-methoxytrityl, Pbf: 




第一章	 第三節	 第一項に関する実験 
 
2-(2-Pyridinyldisulfanyl)-ethanamine hydrochloride (1)の合成 22 
Aldrithiol-2TM (2.0 g, 10 mmol) を AcOH (0.80 mL)を含む MeOH (20 mL)に溶解した。そ
こに 2-aminoethanethiol hydrochloride (570 mg, 5.0 mmol) を MeOH (10 mL)で溶かした
ものを 30 分以内に加えた。その反応溶液を室温アルゴン雰囲気下で 24 時間撹拌した。 
溶媒を減圧留去した後に、その残渣を Et2O で 2 回洗浄し、MeOH で溶解した。そこに
過剰の Et2O を加え、沈殿を集め、目的とする化合物 1 (780 mg, 70% crude yield) を無色
透明な固体として得た。1H-NMR (CDCl3, 400MHz): δ 3.14 (t, J = 6.2 Hz, 2 H), 3.30 (t, J = 
6.2 Hz, 2 H), 7.22–7.27 (m, 1H), 7.37–7.39 (m, 1 H), 7.60–7.64 (m, 1 H), 8.69–8.70 (m, 1 H), 
9.35 (br s, 3H); LRMS (FAB) m/z: [M+H]+ 187.	  
 
(2,5-Dioxo-1-pyrrolidinyl) (E)-4’-dimethylaminoazobenzene-4-carboxylate (2) の合成 23 
(E)-4’-dimethylaminoazobenzene-4-carboxylic acid (200 mg, 0.70 mmol) と 
N-hydroxysuccinimide (HOSu, 110 mg, 0.97 mmol) を DMF (10 mL) に溶解し、EDC·HCl 
(200 mg, 1.0 mmol) を 0 °C で加えた。その反応液を 0 °C で 30 分間、さらに室温で終夜
撹拌を行った。溶媒を減圧留去した後に、CH2Cl2 (120 mL) に溶解し、H2O (80 mL × 3)
で洗浄した。有機層を MgSO4 で乾燥後、溶媒を減圧留去した。得られた残渣をカラム
クロマトグラフィー(hexane : ethyl acetate = 3:1, AcOH 0.5% → hexane : ethyl acetate = 1:1, 
AcOH 0.5% → CH2Cl2) で精製し、2 (157 mg, 58% yield) をオレンジ色の粉体として得た。
1H-NMR (CDCl3, 400 MHz): δ 2.91 (s, 4 H), 3.12 (s, 6 H), 6.76 (d, J = 9.2 Hz, 2 H), 7.92 (d, J 
= 8.7 Hz, 4 H), 8.23 (d, J = 8.7 Hz, 2 H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): δ 25.7, 40.3, 111.5, 
122.4, 124.6, 125.8, 131.7, 143.7, 153.2, 157.2, 161.7, 169.2; LRMS (EI) m/z: [M]+ 366. 
 
2,5-Dioxo-1-pyrrolidinyl 3',6'-dihydroxy-3-oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'- 
[9H]xanthene]-5(6)-carboxylate (3) の合成 24 
5(6)-carboxyfluorescein (1.0 g, 2.6 mmol) を DMF (10 mL) で溶解し、EDC·HCl (767 mg, 
4.0 mmol)、 HOSu (460 mg, 4.0 mmol) を加え、遮光しながら 0 °C で 30 分間、さらに
室温で終夜撹拌した。溶媒を減圧蒸留した後、ethyl acetate (120 mL) に溶解し、0.5% citric 
acid (80 mL × 3) 、sat. brine (80 mL × 3) で洗浄した。有機層を MgSO4で乾燥後、溶媒を
減圧留去し、3 (0.78 g, 60% yield) を黄色粉体として得た。この化合物は精製を行わず次
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の反応に用いた。Analytical HPLC condition: linear gradient of solvent D into C, 10 to 90% D 




10 (760 mg, 2.0 mmol) を DMF (10 mL) に溶解し、Et3N (2.6 mL, 18.6 mmol) と 1 (600 
mg, 2.7 mmol) を加え、0 °C で 30 分間、さらに室温で終夜撹拌を行った。溶媒を減圧
留去した後に CH2Cl2 (120 mL) で溶解し、sat. brine (80 mL × 3)、0.5% citric acid (80 mL × 
3) で洗浄した。有機層を MgSO4で乾燥後、溶媒を減圧留去した。得られた残渣をカラ
ムクロマトグラフィー(CH2Cl2) で精製し、4 (800 mg, 90% yield) をオレンジ色の粉体と
して得た。Analytical HPLC condition: linear gradient of solvent D into C, 30 to 95% D over 15 
min. r.t. = 10.3 min; LRMS (ESI) m/z: [M+H]+ 438.  
 
N-[2-(2-pyridinyldithio)ethyl]-3',6'-dihydroxy-3-oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H] 
xanthene]-5(6)-carboxamide (5)の合成 23  
11 (470 mg, 1.0 mmol) を DMF (10 mL) に溶解し、Et3N (0.70 mL, 5.0mmol) と 1 (330 
mg, 1.5 mmol) を加え、0 °C で 30 分間撹拌し、さらに室温で終夜撹拌を行った。溶媒を
減圧留去した後、MPLC で精製し凍結乾燥することで 5 (250 mg, 47% yield) を黄色粉体
として得た。 1H-NMR (CD3OD, 500MHz): δ 3.00 (t, J = 6.3 Hz, 0.8 H), 3.12 (t, J = 6.6 Hz, 
1.2 H), 3.64 (t, J = 6.3 Hz, 0.8 H), 3.76 (t, J = 6.6 Hz, 1.2 H), 6.72–6.78 (m, 2.4 H), 6.87–
6.93(m, 3.6 H), 7.17–7.19 (m, 0.4 H), 7.25–7.27 (m, 0.6 H), 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 0.6 H), 7.68 (s, 
0.4 H), 7.70–7.78 (m, 0.8 H), 7.82–7.90 (m, 1.2 H), 8.15 (d, J = 8.2 Hz, 0.4 H), 8.21–8.23 (m, 1 
H), 8.30 (d, J = 5.0 Hz, 0.4 H), 8.42 (d, J = 5.0 Hz, 0.6 H), 8.55 (s, 0.6 H). 13C-NMR (CD3OD, 
125 MHz): δ 38.6, 40.0, 103.5, 113.0, 113.2, 116.1, 116.2, 121.9, 122.7, 125.8, 127.1, 127.7, 
130.0, 130.5, 131.5, 134.5, 137.8, 139.7, 139.9, 141.3, 149.9, 150.0; HRMS (ESI) m/z: calcd for 
C28H21N2O6S2+ [M+H]+ 545.0836, found 545.0862.  
 
ペプチド 6–10 の合成に関する実験 
	 ペプチド合成は、Fmoc固相合成 (Solid phase peptide synthesis, SPPS) によって行った。
Fmocアミノ酸は、Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-L-Asn(Trt)-OH, 
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-L-Ser(t-Bu)-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Lys(Mmt)-OHを
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用いた。保護ペプチド鎖は、0.10 mmolスケールでNovaSynTGR resin (0.20–0.25 mmol/g)
を用いて構築した。アミノ酸の縮合は、Fmocアミノ酸 (5 eq.), DIPCI (5 eq.), HOBt·H2O (5 
eq.)を含むDMF (1 mL) 溶液を加え、室温で1.5時間振とうすることで行った。
Fmoc-L-Lys(Mmt)-OH, palmitic acid, Trt-S(CH2)2COOHの縮合は、それぞれの化合物 (3 
eq.), DIPEA (10 eq.), HBTU (2.9 eq.) を含むDMF (1 mL) 溶液を加え、室温で5時間振とう
することで行った。アセチル化は、無水酢酸 (10 eq.), pyridine (10 eq.) を含むDMF (1 mL) 
溶液を加え、室温で1.5時間振とうすることで行った。Dabcyl-OSu (10) or 5(6)-FAM-OSu 
(11) (1.5 eq.) はDIPEA (5 eq.) を用いることで縮合を行った。Fmoc脱保護は、20% ピペ
リジン/DMF溶液 (v/v)で室温、20分間処理した。Mmt脱保護はAcOH–TFE–CH2Cl2 (1 : 2 : 
7)で室温、15分間で4回繰り返すことで処理した。保護ペプチド鎖 (500 mg) を






	 上記の方法でペプチド6 (24.0 mg , 11% from resin)を黄色粉体として得た。Analytical 
HPLC conditions: column, a Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), 
flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B into A, 10 to 50% B over 15 min. r.t. = 5.6, 
5.8 min, HRMS (ESI) m/z: calcd for C77H111N17O18S2+ [M + 2H]2+ 796.9001, found 796.8983. 
 
Compoud 7 
	 上記の方法でペプチド7 (47.7 mg, 26% from resin)を赤色粉体として得た。Analytical 
HPLC conditions: column, a Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), 
flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B into A, 10 to 90% B over 15 min. r.t. = 5.0 
min, HRMS (ESI) m/z: calcd for C71H114N20O13S2+ [M + 2H]2+ 743.4292, found 743.4282. 
 
Compound 8 
上記の方法でペプチド8 (32.2 mg, 15% from resin)を黄色粉体として得た。Analytical 
HPLC conditions: column, a Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), 
flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B into A, 10 to 90% B over 15 min. r.t. = 6.8 
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min, HRMS (ESI) m/z: calcd for C115H181N27O26S2+ [M + 2H]2+ 1194.1690, found 1194.1642. 
 
Compound 9 
上記の方法でペプチド9 (10.6 mg, 3.7% from resin)を赤色粉体として得た。Analytical 
HPLC conditions: column, a Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), 
flow rate 0.5 mL/min1, linear gradient of solvent B into A, 30 to 60% B over 15 min. 




	 上記の方法でペプチド10 (13.8 mg, 5.2% from resin)を黄色粉体として得た。Analytical	
HPLC conditions: column, a Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), 
flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B into A, 10 to 50% B over 15 min. 









ペプチド6 (10 mg, 0.005 mmol) と化合物4 (4.4 mg, 0.010 mmol)をDMF (0.9 
mL)/phosphate buffer (pH 6.0, 0.1 mL)中、室温で5時間反応を行うことで目的とするペプ
チド11 (5.42 mg, 48%)を赤色粉体として得た。Analytical HPLC conditions: column, a 
Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear 
gradient of solvent B into A, 10% B for 5 min then 10 to 90% B over 15 min. r.t. = 10.8 min, 
HRMS (ESI) m/z: calcd for C94H130N21O19S23+ [M + 3H]3+ 640.3092, found 640.3085. 
 
Compound 12 
ペプチド7 (10 mg, 0.005 mmol) と化合物5 (5.4 mg, 0.010 mmol)をDMF (0.9 
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mL)/phosphate buffer (pH 8.0, 0.1 mL)中、室温で1.5時間反応を行うことで目的とするペプ
チド12 (8.5 mg, 74%)を赤色粉体として得た。Analytical HPLC conditions: column, a Waters 
Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient 
of solvent B into A, 10% B for 5 min, 10 to 95% B over 15 min and then 95% for 5 min. r.t. = 
10.7 min, HRMS (ESI) m/z: calcd for C94H130N21O19S23+ [M + 3H]3+ 640.3092, found 640.3095. 
 
Pep13-FL-SS-Dab (13) 
	 ペプチド8 (12 mg, 0.005 mmol) と化合物4 (4.4 mg, 0.010 mmol)をDMF (1.9 
mL)/phosphate buffer (pH 8.0, 0.1 mL)中、室温で20分間反応を行うことで目的とするペプ
チド13 (8.0 mg, 50%)を赤色粉体として得た。Analytical HPLC conditions: column, a Waters 
Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient 
of solvent B into A, 10 to 90% B over 15 min. r.t. = 7.7 min, HRMS (ESI) m/z: calcd for 
C132H202N31O27S25+ [M + 5H]5+ 543.4960, found 543.4985. 
 
Pep13-Dab-SS-FL (14) 
	 ペプチド9 (23 mg, 0.008 mmol) と化合物5 (8.7 mg, 0.016 mmol)をDMF (1.44 
mL)/phosphate buffer (pH 6.0, 0.16 mL)中、室温で24時間反応を行うことで目的とするペ
プチド14 (1.3 mg, 5.2%)を赤色粉体として得た。Analytical HPLC conditions: an Inertsil C4 
analytical column (GL sciences, 3 × 150 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent 
B into A, 10 to 90% B over 15 min. r.t. = 7.8 min, HRMS (ESI) m/z: calcd for 
C132H199N31O27S22+ [M + 2H]2+1357.2291, found 1357.2243.  
 
Compound 15 
	 ペプチド10 (6.6 mg, 0.003 mmol) と化合物4 (2.6 mg, 0.006 mmol)をDMF (1.9 
mL)/phosphate buffer (pH 6.0, 0.1 mL)中、室温で24時間反応を行うことで目的とするペプ
チド15 (5.0 mg, 46%)を赤色粉体として得た。Analytical HPLC conditions: column, a Waters 
Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient 
of solvent B in solvent A, 10 to 90% B over 15 min. r.t. = 5.3 min, HRMS (ESI) m/z: calcd for 
C118H172N31O27S23+ [M + 3H]3+ 839.7488, found 839.7484 
 
2,5-Dioxo-1-pyrrolidinyl 3-[(triphenylmethyl)thio]propanoate (16)の合成 26 
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	 3-(Tritylthio)propionic acid (200 mg, 0.57 mmol) を DMF (2.0 mL)に溶解し、HOSu (99 mg, 
0.86 mmol) と EDC·HCl (170 mg, 0.86 mmol) を加え、0 °C で 30 分間撹拌し、さらに室
温で終夜撹拌を行った。溶媒を減圧留去した後、ethyl acetate (80 mL)に溶解し、10% citric 
acid (20 mL × 3), sat. NaHCO3 (20 mL × 3), H2O (20 mL × 3)で洗浄を行った。有機層を
MgSO4で乾燥後、溶媒を減圧留去し、16 (crude, 180 mg, 59%) を白色固体として得た。 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.40 (t, J = 7.3 Hz, 2 H), 2.55 (t, J = 7.3 Hz, 2 H), 2.80 (s, 4 H), 





Fmoc-L-Lys(Boc)-OH (470 mg, 1.0 mmol) を CH2Cl2/TFA (1:1) (12 mL)に溶解し、0 °C で
10 分間撹拌し、溶媒を減圧留去した。得られた残渣を DMF (4 mL)で溶解し、Et3N (0.14 
mL, 1.0 mmol)と 3 (570 mg, 1.2 mmol)を加え、遮光しながら 0 °C で 15 分間撹拌し、さら
に室温で終夜撹拌を行った。さらに Et3N (0.11 mL, 0.75 mmol)を加え、室温で終夜撹拌
を行った。溶媒を減圧留去した後、ethyl acetate (160 mL)に溶解し、飽和食塩水 (40 mL × 
3), 0.5% citric acid (40 mL × 3)で洗浄を行った。有機層を MgSO4で乾燥後、溶媒を減圧留
去し、 17 (1.0 g, 69% crude yield for two steps)を黄色粉体として得た。Analytical HPLC 
condition: linear gradient of solvent D into C, 10 to 90% D over 30 min. r.t. = 20.0 min; LRMS 
(ESI) m/z: [M+H]+ 727. 
 
Compound 18の合成 
	 化合物17 (120 mg, 0.17 mmol)を20% piperidine/DMFを用いて室温で30分間処理を行っ
た。冷Et2Oを加えて沈殿を生じさせ、遠心を行うことで目的とする化合物18 (32 mg, 35% 
crude yield) を黄色固体として得た。Analytical HPLC conditions:column, a Waters 
Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient 
of solvent B in solvent A, 10 to 90% over 15 min. r.t. = 5.4 min, 5.6 min, HRMS (ESI) m/z: 
calcd for C27H23N2O8– [M − H]− 503.1460, found 503.1456. 
 
Compound 19の合成 
	 化合物18 (32 mg, 0.06 mmol)と16 (38 mg, 0.11 mmol)をDMF (5.0 mL)に溶解し、DIPEA 
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(51 µL, 0.29 mmol)を加え、0 °Cで30分間撹拌し、さらに室温で34時間撹拌を行った。溶
媒を減圧留去し、MPLCで精製、凍結乾燥を行うことで黄色粉体を得た。それをTIPS (18  
µL, 0.088 mmol)を含むCH2Cl2/TFA (1 : 1, 10 mL) 中、室温で1時間撹拌を行った。Et2Oを
加えることで沈殿を生じさせ、遠心を行うことで目的とする化合物19 (16 mg, 45% crude 
yield for two steps)を黄色固体として得た。Analytical HPLC conditions:column, a Waters 
Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient 
of solvent B into A, 30 to 95% B over 60 min. r.t. = 13.6 min, HRMS (ESI) m/z: calcd for 
C30H29N2O9S+ [M + H]+ 593.1588, found 593.1560. 
 
Compound 20の合成 
化合物19 (15 mg, 0.026 mmol) と化合物4 (23 mg, 0.052 mmol)を DMF (0.9 mL)/100 mM 
phosphate buffer (pH 8.0, 0.1 mL)中、室温で2時間撹拌を行った。溶媒を減圧留去し、HPLC
精製、凍結乾燥を行うことで目的とする化合物20 (4.0 mg, 1.7% yield from 
Fmoc-L-Lys(Boc)-OH)を赤色粉体として得た。Analytical HPLC conditions: column, a 
Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear 
gradient of solvent B into A, 10 to 90% B over 15 min. r.t. = 12.0 min. HRMS (ESI) m/z: calcd 
for C47H45N6O10S2- [M − H]- 917.2644, found 917.2660. 
 
N,N'-(dithiodi-2,1-ethanediyl)bis[3',6'-dihydroxy-3-oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xant
hene]-5(6)-carboxamide] (21)の合成 27 
化合物 3 (300 mg, 0.63 mmol)を DMF (3.0 mL)に溶解し、DIPEA (0.54 mL, 5.0 mmol)と 
2-aminoethanethiol hydrochloride (116 mg, 0.76 mmol)を加え、0 °C で 30 分間撹拌し、さらに室
温で終夜撹拌を行った。溶媒を減圧留去し、 MPLC による精製、凍結乾燥を行い目的とす
る化合物 21 (27.8 mg, 10% yield)を黄色粉体として得た。1H-NMR (d6-DMSO, 500 MHz): δ 
2.81–3.00 (m, 4H), 3.45–3.64 (m, 4H), 6.53–6.60 (m, 8H), 6.69 (s, 4H), 7.38 (s, 1H), 7.68 (d, J = 
14.3 Hz, 1H), 8.07 (s, 1H), 8.17–8.26 (m, 2H), 8.46 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 8.86 (d, J = 23.1 Hz, 1H), 
9.01 (d, J = 23.1 Hz, 1H), 10.17 (br s, 4H); HRMS (ESI) m/z: calcd for C46H31N2O12S2- [M-H]- 
867.1324, found 867.1329. 
 
3-Oxo-5(6)-[2-(pyridin-2-yldisulfanyl)ethylcarbamoyl]-3H-spiro[isobenzofuran-1,9'-[9H]xanth
ene]-3',6'-diyl diacetate (23)の合成 
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化合物 5 (100 mg, 0.18 mmol)を pyridine (75 µL)を含む acetic anhydride (5 mL)に溶解し、
75 °C で 1.5 時間撹拌し、冷水を加えた。生じた沈殿を集め、CHCl3 (60 mL)で溶解し、5% acetic 
acid (40 mL × 3) , sat. brine (40 mL × 3)で洗浄を行った。有機層を MgSO4 で乾燥後、溶媒を減
圧留去した。得られた残渣をカラムクロマトグラフィー(hexane : ethyl acetate = 1:3)で精製
し、23 (30 mg, 38 %)を白色個体として得た。 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz): δ 2.24 (s, 6H), 2.94 
(m, 2H), 3.69 (m, 2H), 6.81–6.72 (m, 4H), 6.94–6.91 (m, 0.5H), 7.04 (dd, J = 7.5, 1.2 Hz, 2H), 7.10–
7.13 (m, 0.5H), 7.32 (d, J = 8.2 Hz, 0.5H), 7.40 (d, J = 8.2 Hz, 0.5H), 7.44–7.49 (m, 0.5H), 7.53–
7.59 (m, 0.5H), 7.60 (s, 0.5H), 7.91–7.95 (m, 0.5H), 8.05 (d, J = 8.2 Hz, 0.5H), 8.14 (d, J = 8.2 Hz, 
0.5H), 8.19–8.23 (m, 0.5H), 8.46 (m, 1.5H), 8.63 (t, J = 6.0 Hz, 0.5H), 8.59 (t, J = 6.0 Hz, 0.5H); 
13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): δ 168.49, 168.41, 167.90, 165.13, 151.90, 151.20, 151.16, 149.60, 
149.03, 136.72, 128.60, 128.54, 128.02, 121.64, 121.58, 121.52, 117.59, 117.57, 115.47, 110.23, 






蛍光スペクトル測定は、JASCOFP6600 (slit width: 5 nm and 10 nm)を用いて、37 °Cに
て測定を行った。用いたセルは1 cm幅のものを用い、サンプル容量は3 mLで行った。 
 
ジスルフィド結合開裂に関するHPLC解析 
	 化合物11もしくは12を100 mM HEPES buffer (pH 7.5)に溶解し、濃度を1 mMに調整を
行い、5 mM GSHで37 °Cで30分間処理を行った。反応溶液を0.05% formic acid in MeCN
で0.5 mM にまで希釈を行い、LC-MSによる解析を行った。 
 
 
第一章	 第五節	 第一項に関する実験 
 
細胞培養 
MCF-7細胞は、10% FBS, 50 U/mL penicillin, 0.05% streptomycin とkanamycinを含む





共焦点蛍光顕微鏡は、Zeiss LSM 700 laser-scanning microscope systemを用いた。実験で
は、20× 対物レンズ、40× 油浸レンズを用いた。 MCF-7 cells (7.5 × 104 cells per well)を
35 mm glass-bottomed dish (treated TC, Greiner) 上で60–70% の密度になるまで培養した。 
MCF-7 cellsの核を染色するために、Hoechst 33342 (1.0 µg/mL, from 0.1 mg /mL stock 
solution in water) で10分間プレインキュベートを行った。その後、各プローブ(1 µM, 1% 




第一章	 第五節	 第二項に関する実験 
 
細胞培養 
	 第一章	 第五節	 第一項で述べた方法に準ずる。 
 
ライブセルイメージング16b 
第一章	 第五節	 第一項で述べた方法に準ずる。 
N-Ethylmaleimide (NEM)を用いた実験では、プローブを加える前に細胞を50 µM NEM 
で30分間インキュベートを行った。 
5,5′-Dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)用いた実験では、プローブを加える前に細胞




第一章	 第六節	 第一項に関する実験 
 
化合物21のDTTによる還元に関する実験 
化合物21 (5.0 mM in DMSO, 1.0 µL)を100 mM HEPES buffer (pH 7.5, 100 µL) を用いて
50 µMの濃度になるまで希釈し、DTT (20 eq.)を加えて60分間、室温で撹拌を行った。さ






第一章	 第六節	 第二項に関する実験 
 
細胞培養 
第一章	 第五節	 第一項で述べた方法に準ずる。 
 
ライブセルイメージング 









Figure S1. HPLC chart of 11. Analytical HPLC condition: column; a Waters Symmetry C18 
analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B 
into A; 10% B for 5min then 10 to 90% B over 15 min 
 
Figure S2. HPLC chart of 12. Analytical HPLC condition: column; a Waters Symmetry C18 
analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B 
into A; 10% B for 5min, 10 to 95% B over 15 min. 
 
Figure S3. HPLC chart of 13. Analytical HPLC condition: column; a Waters Symmetry C18 
analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B 




Figure S4. HPLC chart of 14. Analytical HPLC condition: column; an Inertsil C4 analytical 
column (GL Science, 3 × 150 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B into A; 
10 to 90% B over 15 min. 
 
 
Figure S5. HPLC chart of 15. Analytical HPLC condition: column; a Waters Symmetry C18 
analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B 
into A; 10 to 90% B over 15 min. 
 
 
Figure S6. HPLC chart of 20. Analytical HPLC condition: column; a Waters Symmetry C18 
analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B 






MCF-7細胞は、10% FBS, 50 U/mL penicillin, 0.05% streptomycin とkanamycinを含む
MEMを培地として用いた。MDA-MB-231細胞は、10% FBS, 50 U/mL penicillin, 0.05% 




MCF-7 cells (7.5 × 104 cells per well)またはMDA-MB-231 cells (7.5 × 104 cells/well)を35 
mm glass-bottomed dish (treated TC, Greinerまたはtreated ADVANCED TC, Greiner)上で
60–70% の密度になるまで培養した。核を染色するために、Hoechst 33342 (1.0 µg/mL, 
from 0.1 mg /mL stock solution in water) で10分間プレインキュベートを行った。その後、
各プローブ (1 µM, 1% DMSO as a cosolvent) を37 °Cで15分間、血清を含まない培地中で
インキュベートを行い、洗浄を行った。60分後または120分後、共焦点蛍光顕微鏡を用
いて観察した。共焦点蛍光顕微鏡は、Zeiss LSM 700 laser-scanning microscope systemを用
いた。実験では、40× 油浸レンズを用いた。 
 






MDA-MB-231 cells (7.5 × 104 cells/well) を 35 mm glass-bottomed dish (treated 
ADVANCED TC, Greiner)上で60–70% の密度になるまで培養した。13 (1 µM, 1% DMSO 
as a cosolvent) を37 °Cで15分間、血清を含まない培地中でインキュベートを行い、洗浄
を行った。洗浄が終了した後90分後にLysoTracker Red DND-99 (50 nM)を37 °Cで30分間
インキュベートを行い、細胞洗浄後に観察を行った。共焦点蛍光顕微鏡は、Zeiss LSM 




第二章	 第三節	 第二項に関する実験 
 
Compound 26の合成 
	 NovaSynTGR resin (0.20 mmol)を用いて固相合成を行った。アミノ酸の縮合は、Fmoc
アミノ酸 (5 eq.), DIPCI (5 eq.), HOBt·H2O (5 eq.)を含むDMF (2 mL) 溶液を加え、室温で
1.5時間振とうすることで行った。17の縮合は、17 (3 eq.), HOBt·H2O (6 eq.) , DIPCI (2 eq.), 
DIPEA (2 eq.)を用いて終夜撹拌することで行った。Fmoc脱保護は、20% ピペリジン
/DMF溶液 (v/v)で室温、20分間処理した。保護ペプチド鎖 (480 mg) を
thioanisole/m-cresol/EDT/H2O/TFA (5 : 5 : 5 : 5 : 80 (v/v), 4.8 mL) を用いて室温で3時間、撹
拌することで樹脂からの切り出しと脱保護を行った。冷Et2Oを加えて生じた沈殿を遠心
で集め、その沈殿をEt2Oで三回洗浄した。分取用HPLCにて精製し、凍結乾燥すること
で目的とするペプチド26 (14 mg, 2.3%)黄色粉体として得た。Analytical HPLC condition: 








MDA-MB-231 cells (7.5 × 104 cells/well) を 35 mm glass-bottomed dish (treated 
ADVANCED TC, Greiner) 上で60–70% の密度になるまで培養した。その細胞を26 (1 
µM, 1% DMSO as cosolvent)を37 °Cで15 分間、血清を含まない培地(L-15 (-))でインキュ
ベートを行った。続いて、L-15 (-)を用いて細胞洗浄を2回行い、37 °Cで15分間または、
120分間インキュベートを行った。MDA-MB-231 cells を2% paraformaldehydeで室温10
分間放置することで固定し、PBS で室温5分間放置することで洗浄した後、MeOHで
-20 °C, 5分間処理した。細胞をPBS洗浄し、2% blockaceで30分間処理を行った、続いて、
細胞を PAR1 antibody (ab63445, abcam®, 1/500)で4 °C、一晩処理し、PBS洗浄を行った。
その後、細胞をAlexa-488 conjugated secondary antibody (Alexa Fluorfor® 594 goat anti-rabbit 
IgG [H+L], A1103, molecular probes®, 1/1000)で37 °C、30分間処理し、PBS洗浄を行った。





第二章	 第四節	 第一項に関する実験 
 
Compound 27の合成 
	 NovaSynTGR resin (0.10 mmol)を用いて固相合成を行った。用いたアミノ酸は、
Fmoc-L-Lys(Mmt)-OHを除いて全てD体のものを用いた。アミノ酸の縮合は、Fmocアミ
ノ酸 (5 eq.), DIPCI (5 eq.), HOBt·H2O (5 eq.)を含むDMF (1 mL) 溶液を加え、室温で1.5時
間振とうすることで行った。Fmoc-L-Lys(Mmt)-OH, palmitic acid, Trt-S(CH2)2COOHの縮合
は、それぞれの化合物 (3 eq.), DIPEA (10 eq.), HBTU (2.9 eq.) を含むDMF (1 mL) 溶液を
加え、室温で5時間振とうすることで行った。3はDIPEA (5 eq.) を用いることで縮合を
行った。Fmoc脱保護は、20% ピペリジン/DMF溶液 (v/v)で室温、20分間処理した。Mmt
脱保護はAcOH–TFE–CH2Cl2 (1 : 2 : 7)で室温、15分間で4回繰り返すことで処理した。保




た。Analytical HPLC conditions: column, a Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 
4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B into A, 10 to 95% B over 15 




	 ペプチド27 (20 mg, 7.0 µmol) と化合物5 (6.1 mg, 14 µmol)をDMF (1.44 mL)/phosphate 
buffer (pH 6.0, 0.16 mL)中、室温で12時間反応を行った。HPLC精製、凍結乾燥を行うこ
とで目的とするペプチド28 (7.3 mg, 33%)を赤色粉体として得た。 Analytical HPLC 
conditions: column, a Waters Symmetry C18 analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow 
rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B into A, 10 to 95% B over 15 min. r.t. = 7.7 min, 























Figure S7. HPLC chart of 26. Analytical HPLC condition: column; a Waters Symmetry C18 
analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent C to 
solvent D; 10 to 90% over 30 min. 
 
 
Figure S8. HPLC chart of 28. Analytical HPLC condition: column; a Waters Symmetry C18 
analytical column (Waters, 4.6 × 75 mm), flow rate 0.5 mL/min, linear gradient of solvent B 
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